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Introduccién

En los capitulos anteriores, se harealizado unarevision dela
terminologiay aspectos tedrico-préacticos de |os métodos co-
munmente utilizados en el andlisis molecular de patologias ge-
néticas. Asi, enlos capitulos 1 a 4, se han descrito |os conceptos
generalesy los métodos bésicos de la Biologia Molecular. En
el capitulo 5 seinici6 el andlisis de la aplicacion préctica de to-
dos estos conceptos mediante el estudio de casos clinicosy si-
guiendo este orden, en este capitulo continuaremos con la des-
cripcidn de otro caso clinico de origen genético, asi como con €
planteamiento de estudio de un polimorfismo genético, como
gjemplo de la aplicacion de estas tecnologias en la practica cli-
nica habitual.

Caso clinico
Breve historiaclinica

Nifio de 3 afios con sintomas de poliuria (>5 L/dia) y poli-
dipsia. El estudio de parametros bioquimicosy pruebas de res-
triccion hidrica, concluyen con e diagndstico de diabetesinsi-
pida de origen central 0 neurogénica. En los antecedentes des-
tacan distintos familiares (madre, tio paterno y prima) con cua-
dro clinico similar y diagnéstico de diabetes insipida.

Objetivo del estudio
|dentificar €l trastorno genético molecular de ladiabetesin-
sipida central en estafamilia.

Planteamiento del estudio genético y resultados del anélisis
molecular
1.- Conocimiento de la estructura del gen responsable dela
enfermedad

Ladiabetes insipida central es una enfermedad caracteriza-
da por laincapacidad de los pacientes afectos para mantener €l
equilibrio hidrico, debido auna deficienciatota o parcia de hor-
monaantidiurética (ADH) o argininavasopresina (AVP). Lafor-
ma familiar (diabetes insipida central familiar o FNDI) es po-
co frecuente y su transmision suele ser autosomica dominante.
La mayoria de los casos conocidos de FNDI se asocian con un
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Figura 1. Estructura del gen de la arginina vasopresina - neurofisinall
(AVP-NPII). Su producto es la prepro-hormona (prepro-AVP-NPII) que
tras un proceso de maduracion se convierte en la forma activa circulante
(ADH 0AVP). S: péptido sefid; V: ADH; N: Neurcfisinall; G: glicopéptido
terminal; p: brazo corto del cromosoma 20; g brazo largo.

trastorno en el gen dela ADH.

El gen delaargininavasopresina-neurofisinall (AVP-NPII)
localizado en € cromosoma 20p13, es el encargado de codificar
la ADH. Este gen (Fig. 1) estaformado por tres exones; €l pri-
mero codificael péptido sefial, |os nueve aminoacidos que com-
ponen laADH y el comienzo delaneurofisina(NPII); laregion
que codificalaNPII continCiaen el segundo exon y finalizaen
el exon 3, en € que se produce ademés &l glicopéptido terminal.
El producto del gen constituye la molécula precursora (prepro-
AVP-NPII) que, tras un proceso de maduracion, resultaen lafor-
ma activa circulante de la hormona (ADH).

2.- Estudio genético: andlisis moleculares

Estudios anteriores en el gen AVP-NPII han permitido iden-
tificar, en varias familias independientes, algunas mutaciones
responsables de la enfermedad. En la mayor parte de |os casos
se trataba de mutaciones puntual es. Por este motivo y debido al
pequefio tamafio del gen y a reducido nimero de exones, se
plantea utilizar como método de estudio la secuenciacion di-
recta del mismo. En casos en los que el tamafio del gen o nu-
mero de exones fueramas grande, o bien € nimero de personas
0 casos clinicos fueramayor, podriainicialmente plantearse un
método de screening para detectar algiin cambio de nucledtido
(o mutacion) en alguin exon, mediante un método de SSCP (po-
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Figura 2. Planteamiento de estudio del gen AVP-NPII.

limorfismos de conformacion de ADN de cadena sencilla) o DG-
GE (electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante), etc.,
paraluego secuenciar exclusivamente el exén presuntamente al-
terado (véase cap. 4).

2.1. Recogida de muestras'y amplificacion del gen

Como sevio en capitulos anteriores, el tejido mas accesible
parala extraccion de ADN genémico es la sangre periférica,
siempre que la ateracion se supongaen linea celular germinal.
Asi, se procede a una extraccion de sangre (anticoagulada con
EDTA) del pacientey del resto de los miembros de la familia
(Fig. 2).

Traslaextraccion del ADN por los métodos habituales (vé-
ase cap. 2), se procede alaamplificacion selectivadel gen AVP-
NPII mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction
0 Reaccidn en Cadena de la Polimerasa, véase cap. 3).

Laamplificacion del gen consiste en laamplificacion de sus
tres exones. Con objeto de evitar laamplificacion delasdosre-
giones no codificantes (intrones) que separan |os tres exones, se
utilizan primers o cebadores que flanqueen exclusivamente los
exones. Asi, se procede al disefio de 3 parejas de primers (dos
para cada exon), y se ponen a punto las condiciones de las tres
reacciones de PCR.

L os productos amplificados se visualizan por electroforesis
en gel de agarosa (cap. 3). En este caso se obtuvieron tres frag-
mentos de 345 pb (exdn 1), 337 pb (exdn 2) y 327 pb (ex6n 3) que
posteriormente se sometieron a secuenciacion directa (Fig. 2).

2.2. Secuenciacion directa automética de cada uno de los
exones amplificados

En e capitulo 5 (Fig. 5 del mismo) se vio la secuenciacion
directa de un gen por métodos clésicos. En ese caso, lalectura
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Figura 3. Esquema de la secuenciacion directa automatica. 1,2,3,4,5,.....
esladireccion delecturade nucledtidos por € rayo laser. Véase explicacion
en e texto.
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Figura 4. Fragmento de la secuencia de nucleétidos obtenida por
secuenciacion automéatica del gen AVP-NPII. A: Secuencianormal. B:
Secuencia con mutacion puntual en heterocigosis (“GGG” pasaa“CCC”
y cambia el aminoécido glicina (Gly) por arginina (Arg). “C", “G" y “T"
representan |os nucledtidos citosing, guaning, y timina, respectivamente.
“S’ eslarepresentacion de dos nucledtidos“ C/G”, es decir, citosinalguanina.

de las bandas de laimagen de autorradiografia nos permitia
conocer la secuencia de nucledtidos de un gen normal y com-
pararla con la obtenida en un gen mutado.

La automatizacion del proceso de secuenciacion con el de-
sarrollo de los secuenciadores autométicos ha reducido de ma-
nera considerable la laboriosidad de la técnica, permitiendo la
obtencién de resultados en un tiempo minimo y el abandono
de los productos radiactivos.

Un secuenciador automético permite la deteccion de molé-
culas de ADN marcadas con fluorescenciay separadas por elec-
troforesis (Fig. 3). La diferencia bésica de este método respec-
to al tradicional de Sanger (véase cap. 4) esel empleo de un pri-
mer o cebador de secuenciacion marcado con fluorescenciaen
suextremo 5'. Las cuatro reacciones de polimerizacion (una pa-
racadanucledtido A, C, G, T) se someten a electroforesis en
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Figura 5. Esquema gréfico de latécnica PCR-RFLP (reaccion en cadena
delapolimerasay polimorfismo en los fragmentos de restriccion) parauna
mutacion puntual que destruye un lugar de restriccion (Bsp 1201) en el gen
AVP-NPII. N: individuo normal. H: individuo heterocigoto paralamutacion.

cuatro calles adyacentes del gel (otro tipo de secuenciadores au-
tométicos permiten cargar las cuatro reacciones en el lamisma
calle). Los fragmentos fluorescentes de cada calle migran atra-
vés del gel y son detectados a su paso por €l rayo de laser (Fig.
3). Laluz del Iaser excitalas moléculas fluorescentes del primer
0 cebador, y las sefiales resultantes son recogidas y almacena-
das en un ordenador (en forma de picos de diferentes colores,
uno por cada uno de los cuatro nucledtidos).

En lafigura 4 se pueden observar |os resultados obtenidos
de la secuenciacion del exon 2 del gen AVP-NPII en uno de
los pacientes (Fig. 4B), comparada con la secuencia normal de
uno de los miembros no afectos de la familia (Fig. 4A). Como
se ha comentado anteriormente, el trastorno es autosdmico do-
minante, |0 que implicala existencia de heterocigosis (un delo
alteradoy otro normal). El andlisis de |os padres muestraque el
alelo alterado es el materno. La sustitucion puntual de unagua-
nina“G" por unacitosina “C” resultaen un cambio del ami-
noécido glicina“Gly” por arginina “Arg”, |o que congtituye una
“mutacion de sentido erroneo” (missense mutation) (véase
cap. 2) que provoca un cambio en la proteina sintetizada por €
gen mutado cuya consecuenciaes, en este caso, €l desarrollo de
la diabetes insipida.

2.3. Confirmacion de la mutacion por la técnica PCR-RFLP
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Figura 6. Patron de fragmentos de restriccion del exén 2 del gen AVP-
NPII enlafamiliaestudiada. Calle 1: fragmento del exdn 2 sin digerir con
el enzima (control). Calles 2, 4y 8: Individuos normales. Calles 3,5, 6y
7. Pacientes afectos de diabetes insipida. Véase explicacion en el texto.

Ante el hallazgo de una mutacion puntual y para descartar
errores técnicos en las maniobras de secuenciacion, esimpor-
tante su confirmacion si es posible, por otros métodos (Figs. 5
y 6). En este caso, se confirmala mutacion por PCR-RFLP (re-
accion en cadena de la polimerasay polimorfismo en los frag-
mentos de restriccion).

El conjunto de lugares derestriccion (o sitios de corte del
ADN por las enzimas de restriccion) que tiene un gen (mapa de
restriccion de ese gen) varia en funcion de su secuenciade nu-
cledtidos (véase cap. 3).

Como se observaen lasfiguras 5y 6, e gen normal posee
una secuencia de seis nucledtidos “GGG CCC" que constituye
un lugar de restriccion parael enzimaBsp 120 1, el cual desa-
parece en el gen mutado (“CGG CCC"). De este modo, la di-
gestion del exdn 2 (337 pb) con el enzima Bsp 120 | resultaen
dos fragmentos de 223 y 114 pb (alelo normal) mientras que el
alelo mutado no se puede cortar y aparece en la electroforesis
como una banda de 337 pb.

Todas |as personas afectas de la familia muestran tres ban-
das: una de 337 pb (correspondiente a alelo mutado) y otras
de 223y 114 pb (del aelo normal) pues, como ya se ha comen-
tado, esta mutacion aparece en heterocigosis (Figs. 5y 6).

Analisis de un gen polimorfico: Tipaje HLA

En agunas ocasiones, se dice que un gen determinado es po-
limdrfico, es decir, presenta diferentes variantes (alelos) enla
poblacidn, todas ellas normales. En general, suelen ser conoci-
das las diferencias de secuencia de nucledtidos que caracterizan
cadaaelo, por lo que es posible disefiar métodos de estudio o
tipaje basados en agunas de las técnicas descritas en capitulos
anteriores.

Un gjemplo clasico de genes muy polimérficos son los que
codifican para las moléculas HLA del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad. Las moléculas HLA son proteinas de la
membrana celular que estan implicadas en la presentacion de
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Figura 7. Posicion delosdistintos genes del sistemaHLA en € brazo corto
del cromosoma 6, y representacion esqueméticade las proteinas codificadas.

antigenos al sistemainmune. Los genes que codifican las mo-
léculas del sistemaHLA se encuentran en el brazo corto del cro-
mosoma 6 (6p), y son muy polimdrficos (Fig. 7). Su estudio es
una préctica habitual en muchos centros hospitalarios, funda-
mentalmente por su importancia en transplantes, pero también
por su asociacion a determinadas enfermedades autoinmunes
(enfermedad celiaca, diabetes insulino-dependiente, ...).
Clésicamente, e estudio de los distintos HLA de un individuo
se ha realizado mediante técnicas serol dgicas, identificandose
los diferentes subtipos proteicos. Més recientemente, el conoci-
miento de la secuencia de |0s genes que codifican para estas mo-
Iéculas ha posibilitado la aplicacion de técnicas de Biologia
Molecular en € tipaje, pudiéndose en la actualidad realizar sub-
tipajes més especificos y precisos.

A modo de ejemplo de estudio de polimorfismos, presenta-
remos algunas de |as técnicas moleculares que pueden aplicar-
seal tipgie HLA, concretamente a gen DQB (que codificalas
subunidades 3 de las moléculas DQ de clase 1) que es muy po-
limdrfico (Fig. 7).

Conocimiento del gen a estudiar

Las moléculas HLA-DQ estan formadas por dos subunida-
des proteicas (alfay beta), codificadas por los genes DQA y
DQB, respectivamente. EI gen DQB se encuentraen e cromo-
soma 6p (brazo corto), y es muy polimarfico: presenta muchas
variantes a élicas, que se diferencian por pequefios cambios en
la secuencia de ADN (y consecuentemente en los aminoécidos
delaproteina codificada). En lo que serefiere alaterminol ogia,
hoy en dialas variantes se asignan mediante un cddigo de cifras,
precedido por el nombre del gen; por gemplo DQB1*0301,
DQB1*0602, etc. Tratandose de un gen autosdmico, (se encuentra
€n un cromosoma autosomico) cada individuo es portador de
dos copias del mismo (maternay paterna), y puede presentar en
ambas copias el mismo alelo (homocigoto) o alelos diferentes
(heterocigoto). El tipaje supone conocer qué combinacion de
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Figura 8. Esquema de dos estrategias alternativas a la secuenciacion
para el tipgje del gen DQB.

alelos (subtipos) presenta el individuo estudiado. Si alguno de
los lectores esta familiarizado con €l tipaje HLA, los proximos
parrafos tal vez le parezcan excesivamente simplificados, pero
No es nuestra intencion presentar un protocolo de tipaje HLA,
sino més bien un razonamiento para la identificacion de poli-
morfismos alélicos que pueden ser utilizados para éste u otros
muchos genes polimarficos.

Tecnologia aplicable al estudio

Como en todos |os casos de estudio molecular, unatécnica
utilizable en ¢l tipaje del gen DQB es su secuenciacion en cada
individuo, pero lalaboriosidad de dichatécnica, y € hecho de que
losaelos (y su secuencia) ya son conocidos, permite utilizar otras
técnicasindirectas. Asi, en este capitul o presentaremos dos posi-
bilidades de estudio que utilizan como base el método de lare-
accion en cadena de la polimerasa (PCR): laPCR-ASO (PCR -
Allele-specific oligonucleotide) basada en hibridacion con oli-
gonucledtidos alelo-especificos, y laPCR-ASA (Allele-Specific
Amplification - PCR) o PCR alelo-especifica, en la que se am-
plifican solo agquellos subtipos presentes en el individuo (Fig.
8). Ambos métodos han sido descritos en los capitulos 3 y 4.

1.- PCR-ASO: Hibridacién con oligonucledtidos alelo-
especificos

Esta técnica es lamas utilizada hoy en diaparad tipaje de
especificidades HLA. Como se describe en lasfiguras8y 9, el
gen DQB de cadaindividuo aestudiar seamplificapor PCR, con
el fin de tener material suficiente de ese gen. Paraello, se utili-
zan cebadores o primers que corresponden a unaregion con-
servada del gen DQB (aguellazona de un gen quetiene lamis-
ma secuencia en todos |os alelos) de manera que se asegurala
amplificacion de cualquierade los aelos. EI ADN amplificado
sedeposita, en formato dot blot, sobre unamembranade nylon,
para su hibridacién con sondas marcadas (véase cap. 3). En el

ANALES ESPANOLES DE PEDIATRIA



[ilal]]
GERIRICD ‘

PCR ‘Sz

SONDA
] " -
A — ]

& |

P .,‘ — [ ]
-9 n

[ N ]
P — & m

L]

REPLICAS BN MEKBRAMA
L reErnbrana parn cada
oligaruciechco -sonda}

- — -

HEBRIBACION
OO CUGONULLEDTIDNS
ALELO-EEFECEFICOS

aMALESIS DE LOS
REBULTADOOS
[ASAgnAC e alelig)

Figura 9. Representacion esquemética de un experimento de PCR-ASO parael tipaje delos subtipos del gen DQB. EI ADN de cadaindividuo es amplificado
por PCR con cebadores comunes atodos los alelos de DQB, y €l producto de amplificacion se depositaen membranas de nylon, en formato dot blot (véase
cap. 3). Seredlizan 20 réplicas de estamembrana, y cada unade ellas se hibrida con unasonda (oligonucledtido al el o-especifico) diferente. Lacombinacion
de sondas para la que la muestra es positiva, determinaré |os subtipos del individuo analizado.

caso del gen DQB, el ADN amplificado de cadaindividuo sere-
parte en 20 membranas (igual a nimero de sondas que sevan a
utilizer) (Fig. 9). Cada una de estas membranas, en laque se pue-
de depositar ADN de hasta 96 individuos, se incuba con una
delas sondas ASO (oligonucledtidos correspondientes aregio-
nes polimérficas -variables-) del gen DQB, de forma que se hi-
bridaran al ADN depositado en lamembranasolo si esavarian-
te polimérfica esté presente. Una vez reveladas todas las prue-
bas, se analizan los resultados; |a combinacion de sondas para
las que una muestra hibrida positivamente nos dard los dos ale-
los presentes en ese ADN gendmico (Fig. 10). La mayor ven-
tgja de esta técnica estriba en la posibilidad de tipar en poco tiem-
po un gran nimero de muestras. No obstante, debido aun cier-
to nivel de reaccion cruzada que existe entre las diferentes son-
das ASO, lainterpretacion de los resultados no es siempre sen-
cilla, y se precisa de personal experimentado en el HLA. Se
estan identificando nuevos tipos y subtipos continuamente, de
forma que la cantidad de sondas a utilizar y la complejidad del
andlisis es cada vez mayor, hasta e punto de que existen equi-
pos informéticos capaces de asignar 10s “ subtipos mas proba-
bles’ apartir de los resultados del dot blot.

2.- PCR-ASA: Amplificacion alelo-especifica

Estatécnica, descritaen e capitulo 4, esunadternativaala
anterior, que omite el paso de la hibridacion debido aquelaam-
plificacion por PCR se redliza utilizando cebadores correspon-
dientes alaregion polimdrfica (variable) del gen (Fig. 11). En
el caso del gen DQB, seredlizan 9 reacciones independientes de
PCR para cadamuestrade ADN atipar. En cadaunade ellas se
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Figura 10. Patrones de hibridaci6n positiva de cada una de | as especificidades
DQB con cada una de las sondas (I-XX). Asf, por gjemplo, una muestra
positiva paralasonda I, poseera el alelo 0501, 0502 6 0503. Si ademas
presenta hibridacion positiva con lasonda I 11, se trata necesariamente
del subtipo 0502, descartandose los otros dos.

incluye una pareja de cebadores. uno comdn atodos los subti-
pos (corresponde a una regién conservada) y € otro especifico
de uno de los polimorfismos (Fig. 11). Como es de esperar, so-
lo se producird amplificacion en aguellas reacciones de PCR en
las que | os cebadores coincidan con |os polimorfismos presen-
tes en lamuestra de ADN gendmico. Los resultados se pueden
observar en un gel de agarosa, y asi asignar |os subtipos corres-
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Figura 11. Esquemade un experimento detipaje del gen DQB por el método PCR-ASA. Se montan nueve reacciones de PCR para cadamuestraaanalizar
y en cada una de €llas se incluye un cebador especifico para un tnico alelo (que corresponde a unaregion polimorfica o variable del gen) y otro cebador
com(n atodos o aelos (correspondiente alaregion conservada). En la comprobacion de las amplificaciones en gel de agarosa, se observa que solo dos
de ellas han funcionado: aquellas cuya secuencia corresponde a los cebadores especificos. El resultado nos indica los dos alelos presentes en esa

muestra.

pondientes. De nuevo, estatécnicatambién presenta problemas
de reacciones cruzadas entre cebadores, y laexperienciadel ana
lista es importante.

Cadalaboratorio que se dedica atipar estos polimorfismos
suele disefiar su propia estrategia, que puede incluir alguna de
estas técnicas, ambas, 0 una combinacion de amplificacionese
hibridaciones o incluso secuenciacion, dependiendo de la exac-
titud con la que sea necesario conocer 10s subtipos en cada ca-
0.

En resumen, este tipo de planteamientos técnicos pueden uti-
lizarse paraidentificar los diferentes alelos de genes polimér-
ficos, como €l caso del HLA. Ademaés, no hay que olvidar que
también puede utilizarse esta metodol ogia para detectar de for-
ma répida mutaciones ya conocidas, en genes responsables de
patologias. En estos Ultimos casos se construirian oligonucled-
tidos con la mutacion incorporada en su secuencia, para utili-
zarlos como sonda de hibridacion en el caso de latécnica PCR-
ASO, o se disefiarian primers o cebadores con la mutacion en
su secuencia, paraamplificar solo aquellos alelos que presenten
lamutacion, en € caso del método PCR-ASA.
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